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Epstein-Barrウ イ ル ス (Epstein-Barrvir u s, E B V) 初期遺伝子 B Z L F l遺伝子に コ ー ドされ る Z タ ン パ ク ほ , 宿主 細胞内
に 潜伏感染 した EB V を複製サ イ ク ル に 誘導する転写調節因子で あ る . こ の Z タ ン パ ク は , 細胞性転写調節因子で あ る A P
-1
フ ァ ミ リ ー と りわ け Fosタ ン パ ク との 間に そ の ア ミ ノ 酸配列に お い て 高い 相同性を有す る･ Z タ ン パ ク と A P-1 フ ァ ミ リ
ー タ
ン パ ク は 共通の D N A配列を認識 ･ 結合する に もか か わ らず Z タ ン パ ク ほ , 細胞性 A P-1 フ バ リ ー タ ン パ ク に よ り制御 され
る細胞性遺伝子 プ ロ モ ー タ ー を活性化す る こ と が で きな い . 本研究 で ほ Z タ ン パ ク E白V の プ ロ モ ー タ ー 特異的活性化機構を
検討す るた め に , Fo s タ ン パ ク との 融合タ ン パ ク を作製 し . E B Vの B MR F-1 お よ び B H R FLl遺伝子 プ ロ ･モ ー タ ー と細胞由来
の 92k Da-4 塾 コ ラ ゲナ ー ゼ (92k Da-tyPeⅣ c ollagen as e) お よび組織特異的 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ナ ー ゼ 阻害物質 (tiss u e
inhibitor of m atrix m ettallopr otein a s el, Tim p)遺伝子 プ ロ モ ー タ ー か らの 転写活性化能を Z タ ン パ ク と 比較検討 した ･ Z タ ン
パ ク に よ る E B V プロ モ ー タ
ー 活性化に は , そ の 100-110ア ミ ノ 酸領域 , と りわ け 1 陀 104,105,108番目 の 4個の グ ル タ ミ
ソ が必 須 で あ り , ま た108番目 の グ ル タ ミ ン を 置換す る こ と に よ り Z タ ン パ ク の 活性化で きな か っ た 92k Da-4 コ ラ ゲ ナ ー ゼ ,
Tim p 遺伝 子 プ ロ モ ー タ ー を 活性化で きる よ うに な っ た .
一 方Z の D N A結合領域 の N 末端側に 隣接す る162- 169ア ミ ノ 酸領
域を Fo sタ ン パ ク の 対応する領域 と置換する こ とに よ っ て もそ の プ ロ モ
ー タ ー 特異性を変化さ せ る こ と が で きた ･ Z タ ン パ ク
の 転写活性化能 お よび プ ロ モ ー タ ー 特異性ほ , Z タ ン パ ク と 二 両 体を形成 し得る欠失変異体の 発現に よ っ て も変化する こ とか
ら Z タ ン パ ク の 二 両体と して の 立 体構造に よ り決定され て い る こ と が 示唆 され た .
Key w ords Epstein-Ba r rviru s, B Z L F l, C-fo s, A PTl, T P Ar e spo n siv e ele m e nt
Epstein-Barrウ イ ル ス (Epstein-Barrvir u s, E B V) は , 1964年
に Epstein 等 に よ っ て 発見され た ヘ ル ペ ス ウイ ル ス で , 伝染性
単核球症 の 病原体 で あ り, バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫お よ び上 咽 頭痛
の 発症に も深く関与 して い る1)2).
E B V ほ試験管内 で B リ ン パ 球 に 感 染 し 容易 に 不 死 化
(im m ortaliz atio n) する が , こ の よ う に E BV に よ り不 死 化され
た リ ン パ 芽球細胞株 で は E BV ほ潜伏感染状態に あり , ウイ ル
ス 粒子 の 産生ほ起 こ らずウ イ ル ス の 潜伏感染状態 に 必 要な
一 部
の ウイ ル ス 遺伝子の み が発現 して い る . こ の E 即J潜伏感染細
胞を 12-0-テ ト ラ デ カ ノ イ ル フ ォ ル ポ ル 1ー3一酢酸 (12-0-t etr a-
de c a n oyトphorbol-1 3-a C etate, T PA), 酪酸 , イ オ ノ フ ォ ア , 抗免
疫 グ ロ ブ リ ン 抗体な どで 処理 する こ と に よ り , ま た P 3 H Rl あ
るい ほ N P C-K T細胞 か ら の ウイ ル ス を 量感染する こ と に よ り ,
E B V複製 サ イ ク ル を 誘導す る こ と が で きる3 卜
11J
E B V複製 サ イ ク ル 誘導時 に は 経時的に 前早期 タ ン パ ク , 後
早期 タ ン パ ク , 後期 タ ン パ ク が 誘導 され る
7)
. 前早 期 タ ン パ ク
ほ現在少なく とも B Z L Fl お よび B M R Fl遺伝子産物の 三 種類
の 存在が確認 されて お り , これ らは い ずれ も E B V遺伝子上 の
他の プ ロ∴ モ ー タ ー に 作用 して遺伝子発現を調節す る転写因子 で
あ る . サ イ ク ロ へ キ シ ミ ド, ア ニ ソ マ イ シ ン な どタ ン パ ク 合成
阻害剤存在下 で 複製サ イ ク ル を 誘導 した 場合に は , こ の う ち
B Z L F l, B R L F l遺伝子産物の み が合成 され るれ12)1
3}
. しか し, こ
れ らの 遺伝 子 を遺伝子導入 に よ り E B V潜伏感染細胞 に 発現さ
せ た 場 合 に , 単 独で E BV 複製 サ イ ク ル を 誘 導 可 能 な の は
B Z L F l遺伝子の み で ある . こ れ らの こと か ら B Z L F l遺伝子発
現が E B V複製 サ イ ク ル 誘導の 引金と な っ て い ると 考え られ て
い る
6)14 卜 柑)
B Z L Fl 遺伝子 に コ ー ドされ る Z タ ン パ ク は245ア ミ ノ 酸か ら
な り細胸転写調節因子-で ある AP-1 フ ァ ミ リ ー と り わ け c-fo s
遺伝子産物 Fos タ ン パ ク と 相同性を持ち , 掛 こ 36- 110番目と
D N A結合領域を含む 153-196番 目の 領域に おい て ア ミ ノ 酸
の 相同性 が高い ( 図1)lg)28). Fo s タ ン パ ク ほ 他 の A P-1 フ ァ ミ
リ ー で ある Ju n タ ン パ ク と異種 二 量体を形成 し T P A応答配列
(T P Ar espon sive elem ent, T R E)に 結合す る こ と に よ り転写調
節 を行い , Z タ ン パ ク は 同種 二 量体を 形成 して T R E およ び Z
応答配列(Zre spo n siv e ele m e nt, Z R E)に 結合する こ と に よ り こ
れ ら の 配列 を 有す る プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 を 活性化す
る21 ト 44)
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佐藤 らは Z タ ン パ ク の 転写活性化に ほ , プ ロ モ ー タ ー 中に 複
数の Z タ ン パ ク結 合配列で ある T R E凌,るい は Z R E が必要 で
ある こ と を み い だ した45) . 細胞性の 92-kDa4 塑 コ ラ ゲナ ー ゼ お
よ び 組織特異的 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ナ ー ゼ 阻 害 物質
(tis s u einhibitor of m atrix m etallopr otein as el, Timp) 遺伝子プ
ロ モ ー タ ー は 1 個 の T R Eを 含 み , ま た E B Vの B M R Fl,
B H RF l お よ び B Z L F l遺伝子プ ロ ∴モ∵ M タ ー ほ 複数の Z R E を含
ん で い る . 本研究で ほ Z タ ン パ ク の プ ロ モ ー タ ー 特異性 を規定
す る領域せ Fos タ ン パ ク との 融合 タ ン パ ク を 作 製す る こ と に
よ り検討 した .
材料お よび方法
Ⅰ . 使用細胞
ヒ ト政経肉腫由来 の H TlO80細胞 , サ ル 腎由来 c o s-1 細胞 は
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FigAl, Str u ctur e s of Za nd c-Fospr otein s. (A)A min o a cid
S equ e n C eS Of Z a nd c,Fo s pr otein s. Co n s er v ed amin o
a cids ar e m a rked by the dots. Basic r egio n s ar e u nderli-
ned. (B) Sche m atic r epr e se ntatio n of Z and c-Fo s
PrOtein s. Fin eline s sho w the Z protein a nd bold lin e s
Sho w the c- Fo s pr otein, Ea ch open bo x indicate s the
ba sic r egio n of Zo r c-Fo sproteins .
Eagle
'
s m ediu m･ D M E M) (日水 , 東京) に て37 ℃ で培養 した .
Ⅰ . プラ ス ミ ドの 構築
1 . レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド
E B Vの B M R Fl, B H R Flお よ び 92k Da-4 型 コ ラ ゲナ ー ゼ ,
Tim p 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー 領域の 支配下 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ _
ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (chlo ra mphe nicol ac etyl
tr a n sfer a s e, CA T)遺 伝 子 を 観 み 込 ん だ B M R Fl-C A T,
B H R F トC A T, 92k Da-4 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ C A T(92k Da-typeⅣ
C Ollage n a s eC A T, 9 2k-C A T) と Tim p-C A T を用 い た . プ ラ ス
ミ ドほ 金沢大学 が ん研究所 ウイ ル ス 部佐藤博博士 か ら分与され
た .
2 . Z タ ン パ ク と Z タ ン パ ク の 欠失変異体発現 プ ラ ス ミ ド
B Z L Fl遺伝子発現プ ラ ス ミ ド, C-fo s発現 プ ラ ス ミ ドは 各々
が ん 研ウ イ ル ス 部佐藤 博博士 お よび 藤井雅寛博 士 よ り分与さ
れた . プ ラ ス ミ ド pSG5(東洋紡, 大阪)を ベ ク タ ー と して 各々
の プ ラ ス ミ ドを作製 した . Z欠失変異体は , B Z L Fl発現 プ ラ
ス ミ ド コ ー ド領域 の 目的 に 必 要な 領域の D N A配列を , ポ リ メ
ラ ー ゼ 連鎖反応 (polym er as e chain r e a ctio n, P C R) に て増幅し
た . P C R反応ほ以下 の 条件で行 っ た . すな わ ち , Taq ポ リ メ
ラ ー ゼ 緩 衝 液 (×10 Taq polym er as ebuffe r, Pr o m ega,
W is c o n sin, U S A)10pl, 1.25m M de o xy n u cle otide triphosph-
ates(d N T P)1 6〟l, 20m M 3
'
プ ラ イ マ ー 5pL 20m M 5
'
Lプ ライ
マ ー 5pl, Taq ポ リ メ ラ ー ゼ 0.6pl. 蒸留水 64pl, C-fos 遺伝子
D NA lOng を94 ℃ 1分 , 45 ℃ 1分 , 72 ℃ 1分 , の 順序で
2 0サ イ ク ル 施 行 した . こ こ で 用 い た プ ラ イ マ ー ほ N 末 端 に
Ec oRI C末端 に Ba mHIの 認識配列をも つ もの を D N A合成磯
(Mode1 391 D N A Synthesiz er, A BI ジャ パ ン , 東京) に て 作成,
吸光度計に て 260n m の 吸光度を測定 し, 20/∠M に 調整 した 後使
用 した . こ の よ う に して 増幅 され た 遺伝子 を Ec oRI, Ba mHIで
切断 し ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド に 挿入 して Z 欠失変異体を作成 し
た
. 挿 入 ほ , ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドを Ec oRI, Ba mHIで 切断後 ,
再結合を防く予 た め ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ (宝 酒造 , 京都),
0.25 M Tris-H CIpH 8.0緩衝液中に て56℃ 1 時間処理 し切断端
を脱 リ ン 酸化後 フ ェ ノ ー ル 抽 出お よ び エ タ ノ ー ル 沈殿 を行 い ,
ベ ク タ ー DT(A お よ び挿 入遺伝子 D N Aを 各 々 150ng を ライ
ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト (宝酒造) A液 餌1に B液 レ上l を使用 して結合
して 行 っ た .
3 . Z タ ン パ ク と Fo sタ ン パ ク と の 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス
ミ ド
B Z L FI遺伝子発現プ ラ ス ミ ド コ ー ド領域の 融 合休に 必 要な
領域 とそ の 欠失 した 領域に 対応す る c -fos 遺伝子の D N A配列
を , 上 記 2に 示 した ごと く P C Rに て 増幅 して作成 した .
4 . Z タ ン パ ク の 変異体発現 プ ラ ス ミ ド
B Z L F l遺伝子 の 目 的と する 部位 に 変異を起 こ す た め そ の 領
域に 対応す る c-fos 遺伝子の ア ミ ノ 酸配列を コ ー ドする プ ライ
マ
ー を合成 し上 記 2に 示 した ごとく P C R に て増幅 した .
5 . Ga14タ ン パ ク D N A結合領域と Z お よ び Fo s タ ン パ ク
と の 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ド
Ga14タ ン パ ク D N A結合領域発現 プ ラ ス ミ ドは が ん 研ウイ ル
ス 部藤井雅寛博 士 か ら 分与 され た . こ の プ ラ ス ミ ド の Ga14
inhibitor of m atrix m etaloprotein as el; T N E, Tris NaCI E D T A; T R E, T P Arespo n siv e ele m e nt; T PA,
12:10-tetrade can oyl-phorbol-13- a C etate･;ヶ V C A,r Vir al capsida ntige n;.Z R E, Z
t
r espo n siv e ele m e nt; 92k- C A T,
92-kDa ty peⅣ c ollagenaseC A T
Z タ ン パ ク の 構造と機能解析
D N A結合領域を コ ー ドす る遺伝子 の 3
'
側の 読み と り枠を あわ
せて B Z L Fl お よびc-fos遺伝子 の 欠失変異体を挿入 した .
Ⅲ . プ ラス ミ ドの大量調整
上記の よう に して 得 られ た プ ラ ス ミ ドで形質転換 した 大腸菌
H f～10株を 2×Y T培地(ト リ プ ト ン 16g, イ ー ス ト エ キ ス ト
ラ ク ト 1 0g, NaC1 5g, ア ン ピ シ リ ン 50m g/1, PH 7･6)250mlに
て24時間培養 した . 途中 , 培養開始 か ら約 8時間後に 34m g/
ml ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル の エ タ ノ ー ル 溶液を 各培養瓶あた り
1.25ml ずつ 加 えた . 培養終了後 , 5,0 00rpm lO分遠心 に よ り集
菌した . 菌体を 1 0mlの25% シ ュ ク ロ ス , 50m M Tris-H Cl緩
衝液 pH 7.5 に 懸濁後. リ ゾチ
ー ム 10m g 加え , ゆ るや か に 混
和 した後 5分水中 に 静置, 0･25 Mエ チ レ ン ヂ ア ミ ン 4酢酸2 ナ
ト リ ウ ム (0.25 M ethyle n e-diamin e-tetr a aC etic acid 2Na,
E D
r
r A)1m 加 え 15分氷中に 静置 , 0.3% ト ラ イ ト ン㌧ 0･2 M
E DT A, 0.15 M NaCl lOml 加 え1 5分 氷中 に 静置 し た 後 ,
30, 00rpm 40分遠心 した . 上清 に 5 M NaC1 2･5ml,10 % ドデシ
ル 硫酸 ナ ト リウ ム (sodiu m dode cyls ulfate, S D S)0･25ml, フ ェ
ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル (chlor ofor m-
is oa mylalchol, CIA A)25ml を加え , フ ェ ノ ー ル 抽出およ び エ タ
ノ ー ル 沈殿 を行 っ た . 沈殿 を 3ml の 1m M E D T A加 10m M
Tris-H Cl(Tris-E DT A, T E) に 溶解後 150pgの リ ボ ヌ ク レ ア
ー
ゼ (Sigm a, St. Lo uis, U S A) を加え37 ℃30分反応後 , 塩化セ シ
ウ ム (CsCl)(B R L, Gaither sbu rg, U S A)4･2g, エ チ ジウ ム ブ ロ マ
イ ド 4FLg を 加え , ク イ ッ ク.シ
ー ル チ ュ ー ブ (quicks e al)(ペ ッ ク
マ ン ジ ャ パ ン , 東京)に 注入 密閉 した . ペ ッ ク マ ン V Ti65垂直
ロ ー タ ー (ペ ッ ク マ ン ジ ャ パ ン)に て20 ℃, 60,000rpm lO時間超
遠心後, プ ラ ス ミ ドの バ ン ドを 注射器 で 回収 した . 1･1g/ml 塩
化セ シ ウ ム , 0.54mg/ml ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを 含む T Eに て
5.2ml に 希尺 後 , 再び20 ℃65,000rpm 5
･ 時間超遠心 した ･ プ ラ
ス ミ ドの バ ン ドを 回収 し フ ェ ノ ー ル 抽 出 , エ タ ノ ー ル 沈殿 後
T Eに て 1m g/ml の 濃度に 溶解 した .
Ⅳ . 遺伝子 導入
C A Tア ッ セ イ に 使用 する細胞は約 1.0×1 0
5 個/ml の 濃度 で
5 % F C S加 D M E M4ml に て 3 7℃ 24時 間培養後 , C hen &
O kaya m aら
4 8) の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法変法に て 遺伝 子導入 を行
っ た . すな わ ち , 各種 プ ロ モ ー タ ー 領域の 支配下に C A T遺伝
子 を組み 込ん だ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 1〟g - 2〃g と , Z タ ン パ
ク , Ju n タ ン パ ク , Fos タ ン パ ク お よび そ れ らの 欠失変異体 タ
ン パ クや 融合 タ ン パ ク の 発現 プ ラ ス ミ ドな どの エ フ ェ ク タ
ー プ
ラ ス ミ ド 3鵬一触g を , 0.26 M塩化 カ ル シ ウ ム 24恥Ⅰ に 混合
し , そ の 混 合液 に 2× B E S生食緩衝液 (2×B E S buffer ed
s alin e, B B S)(NaC1280m M, N, N-ビ ス [2ノ ＼イ ドロ キ シ ュ チ ル]
2ア ミ ノ エ タ ン サ ル フ ォ ニ ッ ク ア シ ッ ド 50m M, Na2P O 4,
2.8m M, pH 7.9)(N, N-bis[2-hydro xyethyl]-2-a min o- etha n e-S ulf-
o nic-a Cid, B E S)250pl を加え , 室温に て15分静置 した後 , 上 記
培養細胞 に 加え37 ℃, C O2濃度の 3%の 条件下に て 6時間培養
した . そ の 後 , ハ ン ク ス 液 (Ha nks bala n c ed s alt s olutio n,
H BS S) に て 洗練 し, 5 % F C S加 D M E M 4ml で37 ℃24時間培養
した .
Ⅴ . C A Tア ッ セイ
Ⅳ . の ごとく遺伝子導入 した細胞を 0.8 %塩化ナ トリ ウ ム ,
0.02 %塩 化 カ リ ウ ム を 含 む 1 0m M リン 酸 緩衝 液 pH7･2
(pho sphate-buffer ed s aline, P B S) で 洗源 し T N E(Tris
-H Cl
pH 8.0 40m M, NaC1 150m M, E D T A lm M)1ml に て 回 収 ,
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1 0,000rpm lO分 遠 心 し 沈 殿 に 0.25 M Tris- HCIpH8･0 を
1 5恥1 加 え, 超音波 ホ モ ジナ イ ザ ー で 細 胞 を 破壊 , 続 い て
10,000rpm l O分遠心 した 後, 上 清 75pl に 1 M Tris-H ClpH7･5
15FLl, 4mg/ml ア セ チ ル CoA (a c ethyl-C O e n Zym e A, Sigm a)
20pl,
1 4C一 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル D-thre o-[dichlo ro s cetyl l一 一4C】
chlora mphe nic ol, ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン , 東 京)0.25pl, 蒸 留水
40/∠1 を加え37 ℃60分イ ン キ エ ペ - ト した . そ して , 酢酸 エ チ ル
(半井, 京都)50叫1を 加え激 しく混和 し, 10,000rpm l 分遠心 ,
酢酸 エ チ ル 層を 回収 , 真空乾燥させ た . 残漆を 12〃1の 酢酸 エ チ
ル に て 溶解 , シ リ カ ゲル 薄層 プ レ ー トに ス ポ ッ ト 後ク ロ ロ ホ ル
ム : メタ ノ ー ル 19:1 混合液を溶媒 と して 展開を 行 っ た . イ
メ ー ジ ア ナ ライ ザ ー に てア セ チ ル 化 され た ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー
ル の 比率を 定量し , コ ソ ト ロ ー ル の ア セ チ ル 化され た ク ロ ラ ム
フ ェ ニ コ ー ル の 比率を 1 と した時の 各々 の ア セ チ ル 化の 比率を
転写活性と した .
Ⅵ . ゲル シフ トア ッ セイ
T R E D N A プロ ー ブ は G A T CT T C T A G A C C G G A T G A G T-
C A T A G C T T Gの 30bp の D N Aを D N A合成故 に て 合成 し
た . D N Aの 末端標識は以下の よう に 行 っ た . すな わ ち D N A
20ng, 50mM Tris
-H ClpH 7.6,10m M MgC 12, 5m M ジチ オ ス レ
ト ー ル (dithiothr eitol, D T T), 0.1mM ス ペ ル ミ ジ ン , 0.1m M
E D T A,100pCi P-32標識 T- A T P, 20u nit T4 ポ リヌ ク レ オチ ド
キ ナ ー ゼ を含む反応液 5恥l を37℃ 1時間反応後 ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電気泳動 に よ り P-32標識 D N A を分離精製 した .
試験管内 m R N A合成は プ ラ ス ミ ド内の T7 R N A ポ ウメ ラ ー
ゼ プ ロ モ ー タ ー を 利用 し , R N A合成 キ ッ ト (Pr o m ega) に よ り
Fig. 2. Tr a n s criptio n al a ctiv ation by chim era s of the Ga14
D N A bindng regio n a nd Za.nd c
-Fos deletion m uta nts･
pGlO B- C A Tpla s mids w er e c otr a n sfe cted as a repo rter
with expre ssio n v e ctors ehc oding v ario u schim er a s of the
G al 4 D N Abinding regio n a nd Z a nd c
-Fo s deletio n
m utantsinto co s-1 c ells. T he c e11s w er ehar v e sted, a nd
CAT activity w a s an alyz ed 24ho ur aftertr a n sfectio n
･
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合成を行 っ た . す なわ ち , 発現プ ラ ス ミ ド D N A 2〟g を鋳型 と
して 同車 ッ ト に て37 ℃ 1時間反応後 , フ ェ ノ ー ル 抽出 エ タ ノ ー
ル 沈澱に よ り精製 した . こ の RN AIFLg を 20iLlの ウ サ ギ網状赤
血球 ラ イ ゼ ー ト (Pro m ega) と混合 し30 ℃ 1時間反応 さ せ タ ン
パ ク 合成を 行 っ た . タ ン パ ク合成終了後 の ウサ ギ網状赤血球 ラ
イ ゼ ー ト 1pl, P-3 2標識 D N A プロ ー ブ (10,000cpm) を D N A
結合緩衝液(20m M H E P E S緩衝液 pH7.9, 40mM K Cl, 0.2 M
E D T A, 8m M MgCl2, 1 0 % グリセ ロ ー ル , 2% ポ リ ビ ニ ル ア
ル コ ー ル
, 1m M D T T) 中で室温20分反応後 , 4% ポ リ ア ク リル
ア ミ ドゲ ル 電気泳動 , そ して オ ー ト ラ ジオ グラ フ ィ 一 に よ り分
析 を行 っ た .
成 績
Ⅰ . Z お よび Fos タン パ クの転写活性化領域 の比較同定
Z とFos タ ン パ ク の N 末端側転写活性化領域 を比較検討す
るた め に 酵母 転写因 子 Ga.1 4タ ン パ ク の D N A結合領域と の 融
合 タ ン パ ク を作成 し Ga14 タ ン パ ク結 合 D N A配列を介 した 転
写括性化能を測定 した (図2).
Z タ ン パ ク で ほ N 末端の66以上 の ア ミ ノ 酸を 含む融合タ ン パ
ク GalZ(13 3), GalZ(110), Ga,1Z(85), GalZ(66)は 有意な転写活
性化能を示 した が , そ れ よ り短い 領域を含む GalZ(50)ほ顕著
な活性低下を 示 した . Fos タ ン パ ク で ほN 末端6 6以上 の ア ミ ノ
酸を 含む融合 タ ン パ ク GalFo s(110), GalFos(85), GalFo s(66)
は有意な転写活性化能 を示 し た が , そ れ よ り 短 い 領域 を含む
GalFo s(44) は顕著な活性低下を 示 した . 以上 の 結果 よ り Z お
よび Fo s タ ン パ ク の い ずれ もN 末端66以上 の ア ミ ノ 酸 を 含む
融合 タ ン パ ク は 有意 な 転写活性化能 を示 し , それ よ り短 い 領域
を含 むもの は 顕著 な活性低下 を 示 した こ と か ら , Z お よ び
Fo sタ ン パ ク の N末端66ア ミ ノ 酸領域は い ずれ も転写活性化 に
重要な役割を果た して い る こ とが示 唆され た .
Ⅱ . Fo sZ 融合 タ ン パ クに よ る転写活性化能 の検討
1. E B V遺伝子プ ロ モ ー タ ー か ら の 転写誘導
Ga1 4タ ン パ ク と の 融合 タ ン パ ク に よ る解析か らZ タ ン パ ク
の N 末端66ア ミ ノ 酸領域ほ転写活性化 に 重要な役割 を果たす こ
とが 示 酸され た . そ こ で , Z タ ン パ ク の こ の 領域 を欠失 した 変
Fig. 3. Tra n sc riptio nal a ctiv atio n of B M R F la nd B H R F I
Viral ge n esby chim er a s of Z deletion m utants and c-Fos
deletio n m uta nts･ B M R Fl-C A TorB H R F トC A Tpla s mids
W er e C Otr a n Sfe cted a s a r eporter with e xpr es sion v e ct6rs
e n c oding v a riou s chim e ra s of Z deletio n m uta nts a nd
c-Fos deletion m uta ntsinto HT l O80c e11s,
異体を 作製 しそ の 転写活性化能を測定 した ( 図3 ).
Z タ ン パ ク の N 末 端6 5 お よ び1 0 9ア ミ ノ 酸 を 欠失 した Z
(66- 245) お よび Z(110- 245) 欠失変異体は , い ずれ もウ ィ ル
ス プ ロ モ ー タ ー B M RF l お よび B H R F lか らの 転写を 活性化す
る こ とが で きなか っ た . 次に , Z タ ン パ ク の N末端領域に 対応
す る Fos タ ン パ ク の N末端領域も Z タ ン パ ク 同様転写活性化
に 重要な役割 を果 たす こ とが 示 唆 され た の で , Z タ ン パ ク の 欠
失 した 領域 に 対応す る Fo s タ ン パ ク の 各領域 を融合 さ せ た 融
合 タ ン パ ク Fo s(66)Z (66- 245), Fo s(88)Z (88- 245), Fos
(99)Z(99- 245)お よび Fos(11 0)Z(110- 245) 発現プ ラ ス ミ ド
を 作製 しそ の 転写活性化能を測定 した (図 3).
Fo s(66)Z(66 - 245), Fo s(88)Z (88- 245)お よび Fos(99)
Z(99- 245) 融合タ ン パ ク ほ 有意に ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー か ら
の 転写を活性化 した の に 対 して Fo s(11 0) Z(110- 245)ほ括性
化する こ と が でき なか っ た . ま た Zタ ン パ ク の N 末端65ア ミ ノ
酸 を Fo s タ ン パ ク の 1 1 07 ミ ノ酸 で 置換 し た Fo s(110)Z
(66- 245) ほ 強い 転写活性化能を 示 した .
以上 の 結果 よ り Z タ ン パ ク の N末端99ア ミ ノ 酸は E B V プロ
モ ー タ ー B M R Fl お よ び B H R F lの 活性化 に お い て Fos タ ン
パ ク の 対応す る領域と置換可能 で あるが , 110ア ミ ノ 掛 ま置換
で きな い こ とが 明 か と な っ た .
上 で使用 した 発現 プ ラ ス ミ ドが実際 に D N A結合活性 の ある
融合タ ン パ ク を 発現する こ と を確認す るた め に , こ れ らの 発現
ド
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Fig.4. Gel m obility shift as s ay forT R E binding of chim e-
ra s of Z pr otein deletio n m uta nts a nd c-Fo s deletio n
m uta nts. Chim eric proteins of Zdeletion m uta nts a nd
C-Fo sdeletio n m utarltS ar e Synthesized invitro tran slatio n
in a r abbit r etic ulo cyte lys ate. N S, No n spe cific binding
a ctivity.
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プラ ス ミ ドか ら試験管内で R N A を合成 し , こ れ らの R N Aを
用い て 試験管内翻訳反応に よ り タ ン パ ク 合成 を行 っ た ･ こ れ ら
の タ ン パ ク に D N A結合活性の ある こ とを ゲル シ フ ト ア ッ セ イ
に よ り確認 した (図4). い ずれ の 反応産物も期待 され る移動度
の T RE プロ
ー ブ と の 複合体を形成 した こ とか らい ずれ の 発現
プラ ス ミ ドも D NA 結合活性を有する タ ン パ ク を 産生す る こ と
が確認 され た .
2 . Z タ ン パ ク お よび そ の 変異体の 細胞性遺伝子 92k Da-4型
コ ラ ゲ ナ ー ゼ , Tim p の プ ロ モ
ー タ ー か らの 転写 にお よ ぼ す影
響
92k Da-4 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ , Timp 遺伝子 プ ロ モ ー タ q ほ t
Ju n およ び Fo sタ ン パ ク な どの A P-1 フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク に よ
り遺伝子発現制御を受け る こ とが 知 られて い る ･ Z タ ン パ ク お
よびそ の 変異体に よ り こ れ らの 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー か ら の 転写
に お よ ぼす影響を調べ る ため に これ ら プ ロ モ
ー タ ー 領域の 支配
下に 各々 C AT 遺伝子を組み込ん だ プ ラ ス ミ ドを レ ポ
ー タ ー プ
ラ ス ミ ドと して使用 した ( 固5).
Ju n タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ ドほ , こ れ らの プ ロ モ
ー タ ー か ら
の 転写を 促進 した の に 対 して Z タ ン パ ク お よび そ の 変異体は
F｡ S(11 0)Z(110- 245)を除きい ずれも こ れ らの 細胞性遺伝子 プ
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Fig. 5. Tr a n s criptio nala ctiv atio n of c ellular92k-Da ty pe Ⅳ
c ollage n a s e and Timp ge n esby chim er as of Z del
etio n
m uta nts and c.Fo s deletio n m uta nts･ 92 k-Da type Ⅳ
c ollage n as eC A T(92k-C A T)or Tim p-C A Tplasmids w ere
c otr a n sfe cted a s a r eporter with e xpre ssio n v ector s
e n c oding v ario u s chim er as of Z deletio n m uta nts a nd
c-Fosdeletio n m uta nts into H T lO80c e11s･
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Fig. 6. ･ Amin o a cids equ e n c es of Z, C
-Fos a nd Z point
m uta nts . co n s er v ed amin o acids ar e m arked by the dotsT
ロ モ ー タ ー か らの 転写を 有意 に 活性化 しな か っ た . 一 方 , ウ ィ
ル ス プ ロ モ ー タ ー を 活性化 で きな か っ た Fos(110)Z(110-
245)融合 タ ン パ クほ 非常に 強く両 プ ロ ⊥モ
ー タ ー か ら の 転写を
活性化 した .
Z タ ン パ ク の N 末端66, 88 およ び99ア ミ ノ 酸領域を Fo sタ ン
パ ク の 対応す る領域と置換 した 融合タ ン パ ク ほい ザれ も Z タ ン
パ ク に よ り転写制御を受け る E B V ブロ モー ー タ ー B M RF l,
B HR Fl からの 転写を 活性化 したが , 細胞性 A P-1 フ ァ ミ リ ー
転写 因子 に よ り制御 さ れ る 細胞性遺伝子 92k Da-4 型 コ ラ ゲ
ナ ー ゼ , Timp の プ ロ
∴モ ー タ ー は 活性化 しな か っ た . 一 方 N末
端110ア ミ ノ 酸領域を置換 した Fos(110)Z(11 0
- 245) 融合タ ン
パ ク は 逆 に E B V プロ モ ー タ ー を 活 性化 で き な か っ た が
92k Da-4 型 コ ラ ゲナ ー ゼ , Tim p プ ロ モ p タ ー を活性化 した .
以上 の 結果よ り Z タ ン パ ク の E B V プロ モ
ー タ ー 特異的活性
化ほ , 100- 110ア ミ ノ 酸領域に よ り決定 され て い る こ と が示
唆 され た .
3 . Z タ ン パ ク の 1 00- 110ア ミ ノ 酸領域の 検討
z タ ソ バ ク の プ ロ モ ー タ ー 特異性を決定する領域せ ア ミ ノ 酸
Fig･ 7･ Tr a n scriptio n al a ctiv ation of E B V viral ge n es
by Z
point m uta nts･ B M R Fl-CA T or B H R F トC AT plasmids
w e re c otr a nsfe cted as a r eporter with e xpr es sio n v e cto rs
e n c oding v ario usZ polnt m uta ntS into H T l O80c eIs･
F ig. 8･ Tr a n sc riptio nal a ctiv atio n of
c ellular ge n e sby Z
point m uta nts･ 92k
-C A To r Tim p
-C A Tpla s mids w er e
c otr a nsfe cted as a reporter With e xpre s sio n v e ctors
e n coding v ario u sZ point m uta ntsinto H T
lO80c e11s･
862
レ ベ ル で解 明す るた め に Z タ ン パ ク の N末端 100- 11 0ア ミ ノ
酸を Fo sタ ン パ ク の 対応す る領域 と比較 したと こ ろ , Z タ ン パ
ク に 特徴的な配列 と して こ の11ア ミ ノ 酸内に 4個の ダ ル ク ミ ン
(Gln :102, 1 04, 105, 108)が 見い だ され た(図 6). こ の うち 3個
の グル タ ミ ソ (Gln :102,104, 105) を対応す る Fo s タ ン パ ク の
ア ラ ニ ソ , ア ラ ニ ン , チ ロ γ ソ に 置換 した Zml,108番 目 を ア ル
ギ ニ ン に 置換 し4個全 て を 置換 した Zm2, 1 08番 目 の み を ア ル
ギ ニ ソ に 置換 した Zm3 発現プ ラ ス ミ ドを 作製 し, そ れ ら の 転
写惰性化能を比較 した (図7, 8).
Zml, Zrn3 は ウィ ル ス プ ロ モ ー タ ー BMR Fl, B H R F l を活性
化 した が Zm2 ほ し な かっ た . 一 方 , 細 胞性 プ ロ ⊥モ ー タ ー ほ
Zm2, Zm3 に よ り有意に 転写が活性化 され た .
以上 の 結果よ り, Z タ ン パ ク は ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー の 活性
化に ほ Z タ ン パ ク 100- 110ア ミ ノ 酸内の 4個の グ ル タ ミ ン を
全 て置換する とそ の 活性を喪失す る こ と , 細胞性 プ ロ モ ー タ ー
の 活性化に ほ108番 目の グ ル タ ミ ン を ア ル ギ ニ ン に 置換す る だ
けで そ の 活性を 獲得する こ とが 明 らか と な っ た .
Ⅲ . Fos(110)Z (110 - 245) 融合タ ン パ ク とZ お よ び そ の欠
失変異体タ ン パ ク との 相互作用
1･ Fo s(110)Z(110- 245) 融合タ ン パ ク の 二 量体形成能
Zタ ン パ ク と プ ロ モ ー タ ー 特異 性 を異 に す る Fos(110)Z
(110 - 245) 融合タ ン パ ク が , DN A結合能 ･ 二 量体形成能 に は
Fig･ 9･ For m atio n of heter odirn ers of Z(110- 245)a nd Fos
(110)Z(11 0- 245)･ Z(110～ 245) and Fo s(11 0) Z (110-
245) proteins w er e synthe siz ed in vitro tra n slatio n ,in a
r abbit retic ulo cyte lysate･ N S, No n spesific binding
a ctivity.
変化が な い こ と を確認す るた め に ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ を 行 っ た
(国9)･ 移動度 の 差が も っ と も著 しく な る よ う に Fo s(110)Z
(110- 245) とZ(11 0- 245)を 用 い た . 両 者を 同 一 チ ュ ー ブ内で
試験管内翻訳 で 合成 しゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ 行 っ た と こ ろ , F｡S
(110)Z(110- 245)お よ び Z(11 0- 245) 複合体と中間の 移動度
を示 す複合体が形成 され , 両者 が異種 二 量体を形成す る こ と が
示 され た ,
′2 ･ Fo s(11 0)Z(110 - 245) 融合タ ン パ ク と Z タ ン パ ク お よび
そ の 欠失変異体と の 相互 作用
Z タ ン パ ク お よ びそ の 欠失変異体と Fos(110)Z(110- 245)
融合 タ ン パ ク と の 相互 作用 を 検討する た め に こ れ らを 同時に 発
現 させ そ の 相互 作用を検討 した (図1 0, 11).
Fo s(11 0)Z(11 0- 245) 融合タ ン パ ク が転写活性化する こ とが
で きな い B M R F l プロ モ ー タ ー に対 して Z タ ン パ ク と 同時発現
させ る と Z タ ン パ ク 単独に 比 して 約 2倍 の 活性化を 示 した . ま
た , 転写悟性化能 を喪失 した Z(66- 245), Z(110- 245) 欠失変
Fig･10･ Tr a ns cripito n ala ctiv atio n of vir alge n e sby heter od-
im e rs of Z deletio n m uta_ntS a nd Fo s(110) Z (11 0- 245).
B M R F l-C A Tplas mids w ere c otr a n sfe cted a s ar eporter
with e xpre ssio n v e ctors e nc oding v ariou s Z deletio n
m uta nts a nd Fos(110)Z(11 0- 245)into H T lO80c ells.
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Fig･11･ Tra n s criptio n ala ctiv ation of 92k-Da ty pe Ⅳ c ollage-
n a sege n esby heter odim er s of Z deletio n m uta nts a nd Fo s
(110)Z(11 0- 245), 92k-C A Tpla s mids were c otr a n sfected
as a r eporter with e xpr es sio n v e ctors e n c oding v ario u sZ
pr otein deletio n mu tants and Fo s(110)Z (11 0- 245)into
H T l O80c ells.
Z タ ン パ ク の 構造 と機能解析
異体との 同時発現で も有意に B M R Fl プロ モ
ー タ ー か らの 転写
を誘導 した . 一 九 Fos(11 0)Z(110
- 245)融合 タ ン パ ク が 転写
活性化可能な 92k Da-4 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー に 対 して
この プ ロ モ ー タ
ー を活性 化す る こ と が で きな い Z タ ン パ ク と の
同時発現 で は Fos(1 10)Z(110
- 245) 単独に 比 して約 3倍 の 転
写活性化を示 した . しか し Z タン パ ク と 同様 に こ の プ ロ モ
ー
タ ー 転写活性化能をもた な い 欠失変異体 Z (66
- 245) お よ び Z
(11 0
～ 245) は Fos(110)Z(110- 245) に よ る転写活性化を有意
に抑制 した . ま た , Ju n タ ン パ ク に よ る こ の プ ロ モ
ー タ ー の 転
写活性化を Z タ ン パ ク は有意に 抑制 した ･
Ⅳ . Z タ ンパ ク の 111- 143 ア ミ ノ酸配列の検討
Z タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸配列111番め か ら143番め に 相当す る領
域は Fo sタ ン パ ク で は欠失 して い る ･ そ こ で次に Z タ ン パ ク の
144番め か ら168番め の ア ミ ノ 酸領域を Fo s タ ン パ ク の 対 応す
る領域の ア ミ ノ 酸11番め か ら134番め と 置換 した 融合 タ ン パ ク
Z FosZl を発現する プ ラ ス ミ ドを 作製 しウ ィ ル ス プ ロ ニ巨 - - タ ー
および 細胞性プ ロ モ ー タ ー に 対す る効果を検討 した (図 12, 13,
14).
1 . Z Fo sZ 融合 タ ン パ ク に よ る転写活性化能 の 検討
Z FosZ l は Z と同様 に ウ ィ ル ス プ ロ ･モ ー タ ー B M RF l,
B H R Fl か ら の 転写を 活性化す ると と もに Z が活性化す る こ と
が で きな か っ た細胞性 プ ロ モ ー タ ー 92k Da-4 塑 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ ,
Timp を 活性化す る こ とが で きた , Z Fo sZl融合タ ン パ ク 中の
F｡S タ ン パ ク 領域 111 - 1 34ア ミ ノ 酸 の う ち どの 領域 が細胞性
プ ロ ▼モ ー タ ー の 活 性 化 に 関 わ っ て い る の か を み る た め に
111- 123ア ミ ノ酸領域 の み を 置換 した Z Fo sZ2,124- 134ア ミ
ノ 酸領域 の み を 置換 した Z FosZ 3, 12g- 1 34ア ミ ノ 酸領域 の み
を置換 した Z FosZ 4融合タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドを作製 し各プ
ロ モ ー タ ー に 対す る効果を検討 した . Z FosZ 2 は ウィ ル ス プ ロ
モ ー タ ー に 対す る効果を喪失 した が細胞性 プ ロ モ ー タ ー に 対す
る効果を獲得 した . Z Fo sZ3, Z FosZ4 は ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ
ー
に 対す る 効果 は保持 し つ つ 細 胞性 プ ロ モ ー タ ー 活 性 化能 を
Z FosZlに 比較 して 弱い なが らも獲得 して い た .
2 . Z Fo sZl融合 タ ン パ ク と Z タ ン パ ク お よ びそ の 欠失変異
体と の 相互 作用
Z FosZ l融合タ ン パ ク は , Z タ ン パ ク お よ び その 欠失変異体
に は な い 活性 , すな わ ち細胞性プ ロ モ ー タ ー 活性化能 を獲得 し
てい た . そ こ で Z FosZ lと Z お よび そ の 欠失変異体と の 機能を
比較する 目 的で Z および そ の 欠失変異体 ZFo sZlの 細胞性 プ ロ
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モ ー タ ー 92k Da-4 型 コ ラ ゲナ ー ゼ に 対す る転写病性化に 与 え
る 効果を検討 した (図 15).
Zと そ の 欠失変異体 Z (66- 245) および Z(110- 245)は い ず
れ も単独で ほ 細胞性 プ ロ モ ー タ ー を 活性化 で きな か っ た が ,
Z Fo sZlの 細胞性 プ ロ ⊥モ ー タ ー に 対す る効果を著 し く上 昇 さ せ
た . 特に 欠失変異体の 効果ほ大きか っ た .
3 . Z FosZ l融合タ ン パ ク の 二 量体形成能
Z Fo sZ l と Z欠失変異体 Z(110- 245)と の 直接的な相互作用
を み るた め に 試験管内翻訳反応に よ り作製 した タ ン パ ク を 用い
て ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ を 行 っ た ( 因16). Z Fo sZl お よ び Z
(110- 245) ほ い ずれ も D N Aに 結合 して , タ ン パ ク の 大きさ に
対応 して 異な る移動度 の D N A との 複合体を形成 した . 両者を
同 一 試験 管内で 同時に 翻訳 したもの で は ! 各々 単独の 複合体と
共 に そ れ らの 中間の 移動度を 示す複合体が形成 され た ･ これ ら
の 結果か ら Z Fo sZ l は Z(110- 245)と異種二 量体を形成す る こ
Fig.1 3A Tr a ns criptio n al a ctiv atio n of vir algene sby chirn e ra s
of Z deletio n m uta nts a nd c-Fo s deletio n m uta nts･
B M R Fl-C A TorB H R FITC AT plas mids w er e c otra n sfected
a s a reporter with e xpressio n v ecto rs e n c oding v ario u s
chim era s of Z deletio n m uta nts a nd c-Fos deletio n
m uta ntsinto H TlO80c eIIs.
Fig･14･ Tr a n s criptio n al activ atio n of c ellular ge n e sby
chim er as of Z deletio n m uta nts a nd c-Fos deletio n
rn uta nts. 92k-CAT orTimp-C AT plas mids w er e cotra n s-
fe cted as a r eporter with-e Xpr e SSio n v e ctor s e ncoding
v ario u s chim e ra s of Z deletio n m utants a nd c
-Fo sdeletio n
m uta ntsinto H T lO80c ells.
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と が 示唆され た .
考 察
ウ ィ ル ス が細胞由来 の 遺伝子 , 特に A P-1 フ ァ ミ リ ー の 転写
制御田子を取 り込 ん だ例 と して レ ト ロ ウ イ ル ス の v -ju n, Ⅴ-fo s
遺伝子が ある が , こ れ らの 遺伝子 ほ痛遺伝子と して ウ ィ ル ス 発
癌 の 中心的役割を果たす こ とが 知られ て い る . こ れ らの 癌遺伝
子産物ほ本来 の 細胞性転写国子の よ うな 転写制御 の 支配鶴橋を
逸脱 して い る た め に 細胞 を発癌 に 導 くと 考え られ る1 8). 一 方 ,
E B Vの Z タ ン パ ク はそ の ア ミ ノ 酸配列の 相同性 , イ ン ト ロ ン
ー エ ク ソ ン 構造 な どか ら cイo s遺伝子が ウ ィ ル ス に 取 り込 まれ
たも の と考 え られ る . した が っ て Z タ ン パ ク は A P-1 フ ァ ミ
リ ー の 転写因子 と共通の D N A配列すなわ ち T R E配列を認
す る . しか しなが ら Z タ ン パ ク は A P-1 フ ァ ミ リ ー の 細胞性転
写因子に よ っ て 制御 され る ほ とん どの 細胞性遺伝子の 発現を誘
導する こ とほ で きな い . Sato に よれ ば , Zタ ン パ ク の E B V プ
ロ モ ー タ ー 特異的活性化枚構と して Z タ ン パ ク ほ 転写悟性化に
は 必ず複数の D N A結合配列が連続 して 存在す る こ と が 必要で
ある45). した が っ て ほ と ん どの 細胞性遺伝子 プ ロ モ ー タ ー の よ
うに T R E結合配列 を 1個 しか含 ま な い プ ロ モ ー タ ー を Z タ ン
パ ク は活性化す る こ と が で きな い . したが っ て E B V潜伏感染
細胞内に Z タ ン パ ク が 発現 され る と細胞性遺伝子プ ロ モ ー タ ー
か ら の 転写 を誘導す る こ とな しに ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー を選 択
的に 活性化 しウ ィ ル ス 増殖サ イ ク ル を誘導する .
Z タ ン パ ク の 25- 86ア ミ ノ 酸領域 は転写基本国子 で ある
T F I Dと 直接結合す る こ とが 報告 されて い る47). 実際に Z タ ン
パ ク の こ の 領域を 含む部分を欠失 させ る と Z タン パ ク ほ 転写活
性化能を喪失す る . 興味あ る こ と に , Z タ ン パ ク の こ の 領域 を
Fo s タ ン パ ク の 対応す る領域と置換す る と Zタ ン パ ク ほ 転写活
性化能を 回復 した . こ の こ と は Fosタ ン パ ク の N末 端領域も直
接 TF ⅡD と結合す るか 又 は そ れ に 相当す る活性 を有す る 可 能
性 を 示 唆 して い る . Z タ ン パ ク の N 末端99ア ミ ノ 酸 ま で は
Fo s タ ン パ ク の 対応す る領域と置換 して もそ の 活性 に 顕著 な差
はみ られな か っ た が , 11 0ア ミ ノ酸 を置換す る と ウ ィ ル ス プ ロ
モ ー タ ー に 対す る活性を喪失する と ともに 細胞性 プ ロ モ ー タ ー
に対する転写活性化能を新た に 獲得 した . した が っ て Z タ ン パ
Fig.15. Tr a n s cription aL, a Ctiv ation of c ellular ge n es by
heter odim er s of Z deletio n m utants and Z FosZ l. 92
k-C A Tpla s mids w er e c otr a n sfe cted a s a r eporter
L■with
e xpr e ssio n v e ctor s e n c oding v a rio u畠 Z deletion muta nts
a. nd Z FosZl･into H T lO80c ells.
ク の 11 0- 110ア ミ ノ 酸領域 に プ ロ モ ー タ ー 特異性 を決定する
部分がある と推測 され た ･ Z タ ン パ ク の こ の 領域 に , 特徴的な
ア ミ ノ 酸配列 と して 4個の ダ ル ク ミ ソ が 認め られ た . グ ル タ ミ
ン に 富 んだ 領域ほ しば し ば転写活性化領域 と して 働く こ と か
ら, こ の 領域が Z タ ン パ ク の 転写に な ん らか の 影響を も つ こと
が 予想 され た ･ 実際 に こ の 4個 の グル タ ミ ン (Gln ‥1 02, 104,
105･ 1 08) に 変異 を導 入す る と ウ ィ ル ス ブ ロ ー タ 一 括性 化能を
喪失 し, 4 番目 の ダ ル ク ミ ン (G ln ‥108)を ア ル ギ ニ ン に 置換す
る と細胸性 プ ロ モ ー タ ー 活性化能を獲得す る こ と が 明 か と な っ
た .
以上 の 結果 よ り , Z タ ン パ ク と Fosタ ン パ ク ほ N 末端領域の
非常 に よく 対応す る領域に 転写基本国子 T F] D結合部位が存
在 し, Z タ ン パ ク の こ の 領域に 隣接 した ア ミ ノ 酸 1 00- 110の
部 分が Z タ ン パ ク に よ る 転写活性化 の プ ロ モ ー タ ー 特異性を 規
定 して い る こ と が 示 され た .
Z タ ン パ ク お よ び そ の 変異体 は C 末端 に 位置す る 二 両 体形成
領域を介 して 二 間 体形成する こ とか ら 2種の タ ン パ ク の 同時発
現 で は各 々 の 同種 二 両 体 と 共 に 異種 二 両体 を形成す る . した
が っ て 2種の タ ン パ ク の 同時発現に よ る効果が各 々 単独発現の
相加的 また は 平均的効果以上 で あれ ば , そ れほ 異種 二 両 体の 効
果 と推定 され る . ま た ウ ィ ル ス プ ロ ･モ ー タ ー の よ う に Z タ ン パ
ク 結合配列が連続 して繰 り返 され て い る場合に は , 各々 の 同 種
二 両 体と 異種二 両 体の 3種類 の 二 両体が 混合 して D N Aに 結合
す る可 能性もあり , そ の よ う な効果も考え られ る . Z タ ン パ ク
Fig.1 6. For m atio n of heter odim er s of Z(11 0- 245) a nd
Z Fo sZl･ Z(110-∵245)a nd Z Fo sZlpr oteins w er e synthes-
ized invitro tr a n slatio n in a r abbit r etic ulo cyte lys ate.
N S, No n spe sific b in d ing a ctivity,
Z タ ン パ ク の 構造 と機能解析
と Fo s(110)Z(11 0
- 245) 融合タ ン パ ク を 同時に 発現 させ る と
Fo s(110)Z(110 - 245)融合 タ ン パ ク は 自分自身 で は活性化 で き
ない ウ ィ ル ス プ ロ モ
ー タ ー に 対 して Z タ ン パ ク の 活性 を有意に
増強 した . また 転写活性化領域を含む が ウ ィ ル ス プ ロ モ
ー タ ~
特異性を決定す る領域を欠く Fos(110)Z(l1 0
- 245) 融合タ ン
パ ク と 転写活性化領域を欠く が ウ ィ ル ス プ ロ モ
ー タ ー 特異性決
定領域を含む Z(66
- 245)と の 同時発現で は ウ ィ ル ス プ ロ モ ー
タ ー を 活性化 した の に 対 して , 転写活性化領域と プ ロ モ
ー タ ー
特異性決定領域 の 両 方 を 欠く Z(11 0
- 245) は Fo s(110)Z
(110
- 24 5) との 同時発現で は極め て弱 い 転写活性化能 しか 示 さ
なか っ た . した が っ て , ウ ィ ル ス プ ロ モ
ー タ ー の 活性 化に は両
方の 領域が必 要 で あ るが 必ず しも両者が同
一 分子内に なく とも
よ い と 推測され た .
ま た , Z タ ン パ ク の プ ロ モ
ー タ ー 特異性 ほ Z タ ン パ ク の
14 - 1 68ア ミ ノ 酸領域を置換す る こ と に よ っ て も変化 させ る
こ と が できた . すなわ ち こ の 領域を Fosタ ン パ ク の 対応す るア
ミ ノ 酸領域 と置換する と ウ ィ ル ス プ ロ モ
ー タ ー に 対す る活性を
維持 した ま ま で 新た に 細胞性 プ ロ モ
ー タ ー に 対する転写病性化
能を獲得 した .
一 方 , こ の 領域内の 144-1 56ア ミ ノ 酸の み を
置換す ると ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー に 対する 転写活性化能を喪失
しなが らも ∴細胞性 プ ロ モ ー タ ー に 対す る 活性化能 を獲得 し
た . 162- 168ア ミ ノ 酸を 置換 して も細胞性 プ ロ モ ー タ
ー に 対
する活性化能を獲得 した .
以上 の よう に , Z タ ン パ ク の 複数の 領域 の い ずれ の 領域を 置
換 して もプ ロ モ ー タ ー に 対す る 特異性を変化 され 得 る こ と よ
り , Z タン パ ク の プ ロ モ
ー タ ー 特異性は , 特定 の 部位に よ っ て
の み決定 され る と い う よ りは全体の 立 体構造に よ るもの で ある
と推測 された . 異な る構造の Z お よび その 誘導体 を同時に 発現
させた 場合 に 各 々 を 単独 に 発現され た 場合と は 著 しく異な っ た
活性を示 す こ とか ら , Z タ ン パ ク の 二 両体 と して の 立 体構造が
大きく寄与 してい る こ と が示 され た .
Z タ ン パ ク の プ ロ モ ー タ
ー 特異性の 決定機構ほ , 転写因 子の
なか で もきわ め て ユ ニ ー ク なもの で あ り , 転写制御機構 の 研究
に お い て 重要な モ デ ル の 一 つ と な る と考え られ る ･
結 論
E B V転写因子 Z タ ン パ ク の ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ
ー 特異 的活
性化機構 に つ い て 解析を 行い 次の 結果を得 た ･
1 . Z タ ン パ ク は E BV の B M R Fl, B H R Fl遺伝子 プ ロ モ ー
タ ー を 活性化 した が , AP-1 フ ァ ミ リ ー に よ り制御 され る 細胞
性遺伝子 92 k Da,-4型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ お よ び Timp プ ロ モ
ー タ ー を
活性化す る こ と が で きなか っ た .
2 . Z タ ン パ ク の 転写基本因子 T F ⅡD との 結合領域を含 む
N末端99ア ミ ノ 酸は 転写活性化に 必 須の 領域 で あ っ た が , こ の
領域は Fo sタ ン パ ク の 対応する領域 と置換可能で あ っ た ･ した
が っ て こ の 領域 を転写活性化領域と同定 した ･
3 . Z タ ン パ ク の N末端110ア ミ ノ 酸領域を Fo s タ ン パ ク の
対応す る領域と置換す ると ウ ィ ル ス プ ロ ⊥モ ー タ ー に 対す る活性
化能を喪失 し , 細胞性 プ ロ モ ー タ ー に 対す る活性化能 を新た に
獲得 した . した が っ て , こ の 領域か ら転写活性化領域N末端99
ア ミ ノ酸 を除 い た 100- 11 0ア ミ ノ 酸領域 を プ ロ モ
ー タ ー 特異
性決定領域を同定 した .
4 . 乙タ ン パ ク の プ ロ モ ー タ † 特異性決定領域中の 4個の グ
ル タ ミ ン 中 4個 とも置換する と ウ ィ ル ス プ ロ モ
ー タ ー に 対する
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活性 を喪失 し, 108番目 の グ ル タ ミ ン を置換す る と細胞性 プ ロ
モ ー タ ー に 対する活性を獲得 した .
5 . Z タ ン パ ク の プ ロ モ ー タ ー 特異性 は , 144- 168ア ミ ノ 酸
領域を Fqs タ ン パ ク の 対応する領域と置換す る こ と に よ っ て
も変化 させ る こ と が 可能 であ っ た .
以上 の 結果 よ り Z タ ン パ ク の プ ロ モ ー タ ー 特異性が複数 の 領
域 に よ り規定され てい る こ とが 明らか とな っ た . こ の こ と は Z
タ ン パ ク の 立 体構造が そ の プ ロ モ ー タ ー 特異性 に 重要である可
能性 を示 唆 して い る .
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A bstract
Epstein
- Barr viru S(E B V)im m ediate early geneB Z F L le nc odes a tra nscriptio nfactorZprotein which inducesE B V lytic
cycle in latentlyinfected cells･ T he Z protein shows an a mino acidsequ enc ehom ologywi ththe m e mbers ofcellular A P
-1
family tr anSC nptlO nfactors, eSpeCi al1y Fosproteins･ BothZ pr oteins and A P
-1 family m embers r e c ognl Ze and bind tothe
s am eDNA sequence, but Zc an n OtaCtiv ate けan SCrlpt10nfro mprom otors ofcellularge neswhich ar e Stim ulate
d by cellular
A P-1f amily m e mbers･ In an a tte mpt tO analyzethe m e chanis m of E B Vprom o tor
-SpeCi fic 打anSaCtiva ion by Z, Chim eric
proteins of Zand Fosw ere c on struc ted and exa mined fortheir tr an S a Ctivadon ability uslng E B V B M R Fl･ B H R Fl･ Ce
llular
92-k Da typeⅣ co11agenas e andTim p ge nepr om ot ors a sr eport ers･ T ne region fro m am ino acidl00tol lOo
f Z
,
e SPeCially4
gulutamine residues Gln lO2, 104, 105a nd lO8in th isreglO n,is e ss ential for a c tivation ofviralprom otors･ Furthe rm ore, Z
proteins whichhad amin o acidsubstitution of Gln lO8 acdvated the transcrlPt10 n&o m92
.k Da type Ⅳ c ollagena s e and
Timppro m otorswhichc an no tbe stim ulated by the wi ldtype Z･ T hepro m o tor sp
ecific ty of Zwa s also alteredby substitu-
tio nofthereglO nfr o m amin o acid162to169adja centtoD N Abindingdo m ainswith the c orr espo ndingreglOn OfFospro
-
teins. Fo rm a tio ns of heterodim ers ofthe wildtypeZ andchim ericproteins ofdeletionm u ta n ts affectedtr an SaCtiv aio n abili
-
ty andprom ot orspeCi ficty of the m･ T hese r e s ults suggesthatthe st ru C tu r e Of dim erform s of Zproteinsdec
ides血e 打an SaC-
itiv atio n ability andprom oto rspeCificity･
